植物地下部に侵入する寄生菌類の網羅的検出技術開発　～2.水田周辺雑草地下部からのイネ苗立枯病菌Pythium spp.の検出～ by 戸田 武 & 古屋 廣光
戸田武ら/秋田県立大学ウェブジャーナル B/2016, vol. 3, 1-5. 
- 1 - 
S h o r t R e p o r t
植物地下部に侵入する寄生菌類の網羅的検出技術開発
2.水田周辺雑草地下部からのイネ苗立枯病菌 Pythium spp.の検出 
戸田武 1，古屋廣光 1 





が多く，イネ苗立枯病では 8 種類（ Pythium 
aristosporum Vanterpool，P. arrhenomanes Drechsler，
P. graiminicola Subramanian，P. inflatum Matthews，P. 
irregulare Buisman，P. sylvaticum W.A. Campbell & F.F. 






























く影響するが、圃場で詳しい情報が伝わっている例は極めて少ない. Pythium spp. にイネ苗立枯病菌とされる種は 8 種類あり，これ
らはメヒシバなどのイネ科雑草の根を伝染源としていると考えられている．本研究では，近年開発した Pythium spp.の属特異的プラ
イマーによる検出法によって，イネ苗立枯病菌をメヒシバから Pythium spp.を検出できるか検証し、実用的に分析技術とできるか検
討した.秋田県内の 8 地点からメヒシバの根を合計 64 サンプル採取して検出に使用した結果，検出された増幅産物のサイズ値から，
イネ苗立枯病菌の P. arrhenomanes， P. sylvaticum および P. spinosum は高い頻度で検出された．これらの 3 種のうち 1 種以上は各採
取地のメヒシバ根から検出されたことから，メヒシバの根にイネ苗立枯病菌が存在する可能性は高いと考えられた．今後，属特異的
プライマーによる検出法が他の植物からの Pythium spp.の検出に適用できると考えられる．
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(Retz.) Koel）を 8 個体ずつ，合計 64 サンプル採取し
た．採取後のメヒシバの根は洗浄した後，使用時ま
で-30℃で保存した．
属特異的プライマーによる Pythium spp.の DNA断片
の検出
各地で採取したメヒシバの根を 100g 取り，2 ml
凍結保存用チューブに移してサンプルとして使用し




イマーはリボソーム DNA の ITS（Internal Transcribed 
Spacer）領域の増幅に使用される ITS1およびPythium
属特異的プライマーである PytLR（戸田，2014）を
使用した．PCR 混合液は 19 l に試薬を 1x Buffer，
200 M dNTP mix，0.05 U/ l TaqGold DNA polymerase
（ともに Applied Biosystems），5 pmol/ l プライマー
ITS1 および PytLR となるように調整し，DNA 1 l
を加え，合計 20 l とした．プライマーPytLR は VIC
蛍光標識（Applied Biosystems）して使用した． PCR
には Thermal Cycler（タカラバイオ）を使用し，95℃
10 分間を 1 サイクル，95℃ 1 分間，55℃ 1 分間，
72℃ 2 分間を 35 サイクル，および 72℃ 7 分間を 1





















用した．その結果，60 サンプルから合計で 23 のサ
イズ値の異なる増幅産物が検出された．増幅産物数
が 1 であったのは 7 サンプルであった（図１，大潟
村-5）．それ以外の 53 サンプルからは，2 以上の複
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いる P. arrhenomanes，P. graminicola，P. spinosum，
















１）．サイズ値 958-962（P. graminicola，P. myriotylum 




幅産物では，981-984 は 5 地点，991-994 は 5 地点で，











され，一地域に最大で 11 種の Pythium spp.が検出さ
れた（表１，潟上市天王）．イネ苗立枯病菌の P. 
arrhenomanes（サイズ値 977-979），  P. sylvaticum









が検出されると同時に， P. arrhenomanes，  P. 
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雄和では P. arrhenomanes，北秋田市合川では 958-962
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Development of a molecular technique for detection of deleterious and 
pathogenic soil microorganisms in plant roots 
2. Detection of Pythium Species from Roots of Poaceae Plants near Rice Fields 
Takeshi Toda, Hiromitsu Furuya
Department of Biological Production, Faculty of Bioresource Science, Akita Prefectural University 
Keywords: Pythium species, genus-specific primer, southern crabgrass  
Pythium spp. is one of the oomycetes causing severe disease in a wide range of plants. Among the 8 Pythium spp. known as pathogens of rice 
seedlings, Pythium arrhenomanes may reside in the roots of Poaceae weeds, which can lead to the infection of other crops. In this study, southern 
crabgrass was used to detect the Pythium spp. causing disease in rice seedlings. Southern crabgrass was collected from 8 fields in Akita 
Prefecture, and a detection technique involving genus-specific primers for Pythium spp. was used on the roots of the collected samples. Amplified 
fragments of the known rice seedling pathogens P. arrhenomanes, P. sylvaticum, and P. spinosum were detected in the roots of southern crabgrass 
at a high frequency. Furthermore, Pythium spp. that are pathogenic to rice seedlings were found in all the 8 collection sites. The collection of 
additional weeds and crops from a higher number of locations can provide more information on the distribution of the pathogenic Pythium spp.  
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